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(57) Es wird die Verwendung von Antithrombin 1l
zur Prophylaxe und Therapie von onkologischen und
mit Neovaskularisierungen einhergehenden Erkrankun-
gen, Immunkomplex-vermittelten und Autoimmun-
Erkrankungen, viralen Infektionen, fibrosierenden und
granulomatdsen Erkrankungen, allergischen Erkran-
kungen, degenerativen Erkrankungen des Nervensy-
stems und Arteriosklerose sowie akut entzlindlichen
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Beschreibung

[0001] Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung von Antithrombin 1l zur Prophylaxe und Therapie von Erkran-
kungen. .

[0002] Es ist bekannt, dass Antithrombin |il (AT) einer der wichtigsten Inhibitoren des Plasmas ist. Als Serin-Pro-
tease-Inhibitor reguliert AT III Reaktionen des Gerinnungssystems. Durch seine Eigenschaft, Heparin und mit diesem
verwandte Substanzen zu binden, vermittelt es sowoh! die gerinnungshemmende Wirkung solcher Antikoagulanzien
als auch einen protektiven Effekt des Endothels und der darunter liegenden Matrix, die dem Heparin strukturell &hnli-
che Glykosaminoglykane wie Heparansulfat tragen. Die Aktivierung des AT Il durch diese Kofaktoren filihrt zu einer
Beschleunigung der Reaktion mit aktivierten Proteasen, vor allen mit denen der Gerinnungskaskade. '

[0003} Die Eigenschaft, an Heparin zu binden, wird h&ufig auch dazu genutzt, AT Il bspw. aus Piasma anzurei-
chern und entsprechende Konzentrate zur prophylaktischen und therapeutischen Verwendung herzustellen. Besonders
Patienten mit angeborenen oder erworbenen Mangelzusténden an AT |ll werden mit entsprechenden Produkten
behandelt. Ein signifikanter Mangel an AT |ll, besonders wahrend Erkrankungen wie der Sepsis, mit der haufig eine dis-
seminierte, intravasale Gerinnung (DIC), verbunden mit einem Multiorganversagen und Schock, einhergehen, fihrt oft
zum Tode. Neben der die Hamostase regulierenden Funktion des AT ill wurden auch schon Eigenschaften beschrie-
ben, die eine enzindungshemmende Wirkung nahelegen (1). Diese Hypothese basiert auf dem Befund der durch AT
Il vermittelten Freisetzung von Prostacyclin aus Endothelzellen, welches u.a. die Aggregation von Biutplattchen
hemmt. Darliber hinaus wurde in in vitro Versuchen gezeigt, dass AT Il die durch bakterielle Lipopolysaccharide stimu-
lierte Freisetzung des als pro-inflammatorisch angesehenen Zytokins Interleukin-6 und die Expression des Gewebe-
thromboplastins (Tissue factor) von Monozyten und Endotheizellen reduzieren kann. In Tiermodellen zeigte die
Applikation von AT Ill signifikante, prophylaktische und therapeutische Effekte auf die Mortalitat bei induzierter Sepsis
und DIC. AuBerdem wurden die Reperfusionsschaden nach kiinstlicher beigefligter Ischdmie durch Ligation von
OrgangeféBen vermindert.

[0004] Die durch AT 11l vermittelten Effekte kdnnen bisher durch dessen Interaktion mit seinen Zielproteasen erklart
werden, wobei I8sliche und Zell- bzw. Matrixgebundene Glykosaminoglykane beteiligt sind.

[0005] Bei vielen Erkrankungen spielen zellvermittelte Prozesse, besonders unter Beteiligung von Leukozyten,
eine entscheidende Rolle. Ein physiologisch sinnvolles MaB an aktivierten Leukozyten tragt zur Eind&mmung von z.B.
Infektionsherden bei. Ist diese Reaktion jedoch dysreguliert, kommt es zur Schadigung von Geweben, die letztendlich
zum Organversagen und zum Tod fithren kdnnen.

[0006] Die Wanderung der Leukozyten, auch als Migration bezeichnet, wird durch die Ausschittung von sog. Che-
mokinen gefdrdert, die Leukozyten entlang eines entsprechenden Konzentrationsgradienten zum Zielgebiet, z.B. zu
einer Gewebelasion, locken. Dort angekommen befinden sich die Zellen in einem aktivierten Zustand und schitten
Mediatioren aus, die weitere gewebeschédigende Reaktionen ausldsen oder verstarken kénnen. Chemokine, wie das
Interleukin-8, interagieren dabei mit Zellmembran-sténdigen Rezeptoren auf Leukozyten und anderen Zellen und l6sen
intrazellulare Signalreaktionen aus, die die Zelle zur Mobilitat und Synthese oder Ausschittung proinflammatorischer
Substanzen veranlassen.

[0007] Uberraschenderweise wurde nun gefunden, dass AT ill die Migration von Leukozyten, also Granulozyten,
Eosinophilen, Basophilen und Lymphozyten/Monozyten bei Stimulierung bzw. Anlockung durch ein Chemokin wie
Interleukin-8, reduzieren oder zumindest steuern kann. Die Leukozyten werden dabei in einer von der AT |lI-Konzentra-
tion abhéngigen Weise dahingehend beeinflusst, auf ein Chemokin nicht oder abgeschwécht zu reagieren, was einer
sog. heterologen Desaktivierung entspricht. Hieraus ergeben sich Anwendungsmaglichkeiten fiir den Einsatz von AT Il|
bei einer Reihe von mit Entzindungsreaktionen verbundenen Erkrankungen.

[o008] Gegenstand der Erfindung ist deshalb die Anwendung von AT lll zur Prophylaxe und Therapie von Erkran-
kungen, insbesondere von onkologischen und mit Neovaskularisierungen einhergehenden Erkrankungen, immunkom-
plexvermitteiten und Autoimmun-Erkrankungen, viralen Infektionen, fibrosierenden und granulomatbsen
Erkrankungen, allergischen Erkrankungen, degenerativen Erkrankungen des Nervensystems und Arterioskierose
sowie akkutentziindlichen Erkrankungen und Traumen.

[o009] Unter den erfindungsgemaB behandelbaren Immunkomplex-vermittelten Erkrankungen sind Vaskulitiden
und Granulomerkrankungen besonders hervorzuheben. Bei den Autoimmun-Erkrankungen werden gute Behandlungs-
erfolge bei systemischen Lupus Erythematodus (SLE), rheumatoider Arthritis (RA) und Pemphigus beobachtet. Auch
virale Infektionen, insbesondere auch HIV, kénnen erfindungsgemaB durch den Einsatz von AT HI behandelt werden.
Unter den allergischen Erkrankungen, die mit AT 1l therapiert werden kénnen, sind Asthma bronchiale, Rhinitis, Con-
junctivitis und Dermatiden vor allem zu nennen. Auch bei degenerativen Erkrankungen des Nervensystems, z.B. bei
der Alzheimer'schen Erkrankung, werden mit AT |ll Behandiungserfolge beobachtet.

[0010] Die bisher mit AT Il durchgefithrten biochemischen und zelluléren Untersuchungen legen den Schluss
nahe, dass AT Il mit einem oder mehreren zellularen Rezeptoren interagiert und zu einer Blockade der Chemokinre-
zeptoren, besonders der sog. CXC-Rezeptroen fihrt, die dann nicht mehr auf Chemokine wie Interleukin-8 reagieren
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kénnen. Als Folge bleibt die chemotaktische Migration der Leukozyten auf diese Stimuli hin aus. Daraus lasst sich ein
signifikanter in vivo Effekt im Sinne einer Reduktion der Auspragung bestimmter Krankheiten ableiten.

[0011] Die bisher vorliegenden Ergebnisse wurden experimentell in ex vivo Versuchen gewonnen. Durch Inkuba-
tion von Granulozyten mit AT Hll und anschlieBender Anlockung durch Interleukin-8, wie sie in vitro in sog. Boyden-Kam-
mern durchgetiihrt werden, zeigte sich eine signifikante Reduktion der Leukozytenmigration, aus der fiir den Fachmann
vertraute, prophylaktische und therapeutische Effekte resultieren.

[0012] Es ist zwar bekannt, dass AT Il neben den erwéhnten angeborenen und erworbenen Mangelzusténden
auch bereits zur Prophylaxe und Therapie bei Sepsis und DIC eingesetzt werden kann (1). Tierexperimentelle Daten
legen auBerdem die Verwendung zur Reduktion des Reperfusionsschadens nach Ischédmie (2) oder bei Organtrans-
plantationen nahe, deren AbstoBungsreaktionen deutlich vermindert wurden (3).

[0013] Erfindungsgemaf konnte nun gezeigt werden, dass die therapeutischen und prophylaktischen Anwen-
dungsmaéglichkeiten von AT 11l viel umfassender sind, wobei diese Ergebnisse sowohl mit aus Piasma gereinigtem als
auch mit rekombinant oder transgen gewonnenem Antithrombin Il oder dessen Mutanten oder davon abgeleiteten
Peptiden gewonnen werden konnten.

[0014] Die mit AT Ill prophyiaktisch oder therapeutisch behandelbaren Erkrankungen lassen sich einteilen in

1. akute zellvermitielte Entziindungsreaktionen und
2. chronische zellvermittelte Entzlindungsreaktionen.
[0015] Insbesondere sind darunter zu verstehen:

- Urtikaria und Angioddem

- Asthma

- Lungenemphysem

- Pemphigus

- Vaskulitis

- Graft-Versus-Host Erkrankung

- granulomatdse Entzlindungserkrankungen

- rheumatoide Arthritis

- systemischer Lupus Erythematosus

- Gicht

- neutrophile Dermatosen

- fibrosierende Lebererkrankungen

- entzindiiche Neoplasien

- mit Neovaskularisierung assoziierte Erkrankungen

- virale Infektionen, deren Mechanismus des Endringens in die Zielzellen {iber Chemokinerezeptoren erfoigt, wie
HIV

- neurodegenerative Krankheiten

- vaskulére Entzindungen, z.B. Atherosklerose, welche mit einer Chemokin vermitteften infiltration durch Leukozy-
ten einhergeht. '

[0016] .  In Abhéngigkeit von der jeweiligen Entziindungsreaktion kann AT lll intravenés, subkutan, intradermal/intra-
muskular oder topisch eingesetzt werden.
[0017} Die Erfindung wird durch das folgende Beispiel ndher erlautert.

Beispiel:

[o018] Neutrophile Granulozyten wurden aus Vollblut gesunder Spender prépariert. Dazu wurden dem Fachmann
vertraute Methoden, wie die Separation durch Zentrifugation in geeigneten Medien wie dem Ficoll, angewendet. Nach
der anschiieBenden Lyse verbliebener Erythrozyten wurden die Granulozyten durch nochmalige Zentrifugation isoliert.
Nach Bestimmung der Zellizahlen wurden die Granulozyten umgehend im Chemotaxis-Test untersucht.

[0019] Dieser Test wurde in sog. Boyden-Kammern durchgefithrt. Prinzipiell beruht die Methode darauf, dass die
Zellen in einem Zwei-Kompartimentensystem (iber einen Membranfilter hinweg durch Aufbau eines chemotaktischen
Gradienten angelockt werden. Ublicherweise werden die Zellen dabei in die "obere” Kammer pipettiert, das Chemokin
in die "untere® Kammer. Entlang des Gradienten dringen die Zellen in die Poren des Filters ein. Bei ausreichend langer
Inkubation durchwandern die Zellen den Filter und werden an dessen Unterseite oder in der untere Kammer ausge-
zahlt. In dem beschriebenen Versuch wurde jedoch die.Zellzahl der in den Filter gewanderten Zelien nach Fixierung
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und Farbung mikroskopisch bestimmt. Der chemotaktische Index gibt dabei den Etfekt des Chemoattraktans wieder,
der sich aus dem Quotienten der Zellzahlen der durch das Chemokin veraniassten Wanderung und der ungerichteten
Migration (Chemokinese) ergibt.

[0020] Zur Untersuchung des die Zelimigration modulierenden Effektes wurden die Granulozyten mit steigenden
Konzentrationen von AT fiir 15 Min. bei 37 C inkubiert. Nach mehrfachem Waschen der Zellen wurden diese in den
Chemotaxistest eingesetzt. Als Chemokine wurden IL-8 (1 nM) oder CSa (0,1 nM) verwendet. Nach 30 Min. Inkubation
bei 37 C wurden die Filtereinsétze gewaschen, die Zellen fixiert, angefarbt und ausgezahlt. Die Chemokinese (ohne
Lockstoff) sowie die Chemotaxis mit AT Il unbehandelten Zelien (Positivkontrolle) wurde ebenfalls bestimmt. Der che-
motaktische Index wurde wie oben beschrieben ermitteft.

[0021] Jede Versuchsreihe wurde in 4 parallelen Ansatzen durchgefiihrt, wobei Zellen von jeweils 3 gesunden
Spendern verwendet wurden.

[0022] Das Ergebnis wird in der folgenden Tabelle verdeutlicht:
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sich die Anzahl der detektierbaren migrierten Zellen entsprechend. Daraus lasst sich schiieBen, dass die Granulozyten
in ihrer Fahigkeit, entlang eines chemotaktischen Gradienten zu wandern, deutlich eingeschrankt bzw. inhibiert sind,
woraus in vivo eine Verminderung der Krankheitsauspragung resultiert.

[0024] Equivalente Ergebnisse wurden auch mit anderen Leukozyten, wie Eosinophilen oder Monozyten erzielt.
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Patentanspriiche

1.

Verwendung von Antithrombin Il zur Prophylaxe und Therapie von Erkrankungen, insbesondere von onkologi-
schen und mit Neovaskularisierungen einhergehenden Erkrankungen, Immunkomplex-vermittetten und Autoim-
mun-Erkrankungen, viralen infektionen, fibrosierenden und granulomatésen Erkrankungen, allergischen
Erkrankungen, degenerativen Erkrankungen des Nervensystems und Arteriosklerose sowie akut entziindlichen
Erkrankungen und Traumen.

Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass Immunkomplex-vermittelte Krankheiten wie Vas-
kulitiden und Granulomerkrankungen behandelt werden.

Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass Autoimmun-Erkrankungen wie systemischer
Lupus Erythematosus, rheurnatoide Arthritits und Pemphigus behandett werden.

Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass virale Infektionen, insbesondere HiV, behandelt
werden.

Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass allergische Erkrankungen wie Asthma bronchiale,
Rhinitis, Conjunctivitis oder Dermatitiden behandelt werden.

Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass degenerative Erkrankungen des Nervensystems
wie die Alzheimer'sche Erkrankung behandelt werden.

Verwendung nach den Anspriichen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass aus Plasma oder rekombinant oder
transgen exprimiertes Antithrombin Hl verwendet wird.

Verwendung nach den Anspriichen 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass Antithrombin 1l intravenés, subcutan,
intradermal, intramuskulér und topisch angewendet wird.
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Abstract (Basic): *EP 1075840* A2

NOVELTY - Treatment and prevention of illnesses with antithrombin
III is new.

DETAILED DESCRIPTION - Antithrombin III (AT III) is used to treat
and prevent oncological, immune complex-mediated, autoimmune, fibrotic
and granulomatous diseases, allergic disorders, diseases associated
with neovascularization, degenerative diseases of the nervous system,
arteriosclerosis, viral infections, acute inflammations and trauma.

ACTIVITY - Antiinflammatory; cytostatic; Immunosuppressive;
Dermatological; Antirheumatic; Antiarthritic; Virucide; Anti-HIV;
Antiallergic; Antiasthmatic; Ophthalmological; Nootropic;
Neuroprotective; Vasotropic; Respiratory; Antigout; Hepatotropic;
Antiarteriosclerotic.




MECHANISM OF ACTION - Leucocyte migration inhibitor

USE - AT III reduces OT controls the migration of leucocytes, i.e.
granulocytes, eosinophils, basophils and lymphocytes/monocytes, when
they are stimulated or attracted by cytokines, e.g. interleukin-8.

AT III is used for the treatment of: a) immune complex-mediated
diseases, e.g. vasculitis and granulomas; b) autoimmune diseases, e.9.
systemic lupus erythematosus, rheumatoid arthritis and pemphigus; ¢)
viral infections, especially HIV; d) allergic disorders, e.g. bronchial
asthma, rhinitis, conjunctivitis and dermatitis; and e) degenerative
nervous system diseases, €.d. Alzheimer's disease (all claimed) .

AT III may also be used for treating urticaria, angioneurotic
edema, lung emphysema, graft-versus-host disease, gout, neutrophilic
dermatoses, fibrosing liver disease, inflammatory neoplasms, conditions
associated with neovascularization and vascular inflammatory conditions
e.g. atherosclerosis.
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